Efeitos do ultra-som terapêutico contínuo sobre a proliferação e viabilidade de células musculares C2C12 by Artilheiro, Paola Pelegrineli et al.
 167Fisioter Pesq. 2010; 17(2)
Efeitos do ultra-som terapêutico contínuo sobre a proliferação e viabilidade
de células musculares C2C12
Effects of continuous therapeutic ultrasound on proliferation and viability
of C2C12 muscle cells
Paola Pelegrineli Artilheiro1, Elisangela Nascimento Oliveira2, Crislene Sampaio Viscardi1, Manoela Domingues Martins3,
Sandra Kalil Bussadori3, Kristianne Porta Santos Fernandes3, Raquel Agnelli Mesquita-Ferrari3
Estudo desenvolvido no
Mestrado em Ciências da
Reabilitação, Laboratório de
Pesquisa da Unidade Vergueiro
da Uninove – Universidade
Nove de Julho, São Paulo, SP,
Brasil
1 Mestrandas no Programa de
Mestrado em Ciências da
Reabilitação da Uninove
2 Fisioterapeuta Ms.
3 Profas. Dras do Programa de
Mestrado em Ciências da
Reabilitação da Uninove
ENDEREÇO PARA
CORRESPONDÊNCIA
Raquel A. Mesquita-Ferrari
Pós-Graduação em Ciências da
Reabilitação / Uninove
Av. Francisco Matarazzo 612
Água Branca
05001-100  São Paulo  SP
e-mail:
raquel.mesquita@gmail.com
O estudo recebeu financiamento
da Fapesp – Fundação de
Amparo à Pesquisa do Estado de
São Paulo – e da Uninove.
APRESENTAÇÃO
dez.  2009
ACEITO PARA PUBLICAÇÃO
abr.  2010
RESUMO: O ultra-som terapêutico (US) é um recurso bioestimulante utilizado para
propiciar reparo muscular de melhor qualidade e menor duração, mas o potencial
terapêutico do US contínuo não está totalmente estabelecido. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito do US contínuo sobre a proliferação e viabilidade de
células musculares precursoras (mioblastos C2C12). Mioblastos C2C12 foram
cultivados em meio de cultura contendo 10% de soro fetal bovino e irradiados
com US contínuo nas freqüências de 1 e 3 MHz nas intensidades de 0,2 e 0,5 W/
cm2, durante 2 e 5 minutos. A viabilidade e proliferação celular foram avaliadas
após 24, 48 e 72 h de incubação. Grupos não-irradiados serviram como controle.
Foram realizados experimentos independentes em cada condição acima, e os dados
obtidos submetidos à análise estatística. Os resultados mostram que não houve
diferença estatisticamente significativa na proliferação e viabilidade celular entre
os mioblastos tratados com US e as culturas controles após os diferentes períodos
de incubação, em todos os parâmetros avaliados. Conclui-se que o US contínuo,
nos parâmetros avaliados, não foi capaz de alterar a proliferação e viabilidade dos
mioblastos.
DESCRITORES: Células musculares; Mioblastos; Proliferação de células; Terapia por
ultrassom
ABSTRACT: Therapeutic ultrasound (US) is a biophysical stimulation resource widely
used in order to promote better, faster muscle repair, but the effectiveness of
continuous US in treating injuries is not fully established. The aim of the present in
vitro study was to assess the effects of continuous ultrasound on viability and
proliferation of skeletal muscle precursor cells (C2C12 myoblasts). C2C12 myoblasts
were cultured in a medium containing 10% foetal bovine serum and irradiated
with continuous ultrasound at 1 and 3 MHz frequencies, at intensities of 0.2 and
0.5 W/cm2 for 2 and 5 minutes. Cell viability and proliferation were assessed after
different incubation periods (24, 48 and 72 h). Non-irradiated groups served as
control and data were statistically analysed. Results showed that no significant
differences in cell viability or proliferation could be found between ultrasound-
treated myoblasts and control cultures under all test parameters and durations.
Hence continuous ultrasound, at the used parameters, was unable to alter myoblast
proliferation and viability.
KEY WORDS: Cell proliferation; Muscle cells/ultrasonography; Myoblasts; Ultrasonic
therapy
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INTRODUÇÃO
O músculo esquelético é um tecido di-
nâmico com alta capacidade de adapta-
ção frente a estímulos fisiológicos como,
por exemplo, treinamento físico ou le-
sões severas. As lesões musculares são
muito freqüentes na prática desportiva,
podendo ocorrer por diversos mecanis-
mos, abrangendo desde trauma direto
como lacerações e contusões, até trau-
ma indireto como distensão, isquemia e
disfunção neurológica1,2.
A formação do músculo esquelético
ou miogênese é um processo complexo
que envolve a expansão de células mus-
culares mononucleadas progenitoras ao
longo da via miogênica até se tornarem
mioblastos que se fundem para formar
miotubos e que, finalmente, se desen-
volvem para se tornar miofibrilas do
músculo esquelético maduro3,4. Quan-
do um músculo sofre uma lesão, tem a
habilidade de iniciar um processo de repa-
ro altamente organizado de forma a preve-
nir a perda de massa muscular. Esse pro-
cesso é semelhante à miogênese, porém as
células que participam desse processo são
as células satélites2,5.
Há grande interesse no estabeleci-
mento de recursos e terapias a serem
utilizados para tentar proporcionar um
processo de reparo muscular de melhor
qualidade e menor duração. O US
terapêutico (US) é um desses recursos,
que vem sendo cada vez mais utilizado
para o tratamento de condições clínicas
como lesões ligamentares, tendinites e
lesões tendinosas, lacerações ou outros
tipos de lesão tecidual, cicatrizes, úlceras
varicosas, neuromas, processos inflama-
tórios articulares, fasceítes e, mais recen-
temente, no reparo de fraturas ósseas6,7,
lesões musculares e trombose8-11.
Segundo Mendonça et al.12, há um
consenso de que o US promove efeito
benéfico sobre diversos tecidos, desta-
cando-se dentre outros o aumento da
angiogênese, do tecido de granulação,
do número de fibroblastos e da síntese
de colágeno, e a diminuição de leucó-
citos e macrófagos, nos quais já foi de-
monstrado o aumento da velocidade de
cicatrização, a diminuição do número
de células inflamatórias e a melhora da
qualidade do tecido neoformado. Entre-
tanto, ainda são escassas, e por vezes
contraditórias, as evidências científicas
que determinem com segurança os
parâmetros dosimétricos e metodoló-
gicos necessários à aquisição desses
objetivos por esse recurso11,13-18.
Estudos in vitro demonstraram que os
efeitos do US parecem depender do tipo
celular: promoveriam a síntese de DNA
em osteoblastos humanos, fibroblastos
de gengiva e pele, células de periósteo,
mas não em condrócitos6. Quanto ao
efeito do US sobre a proliferação celu-
lar, foi verificado inicialmente por Johns
et al.19 que o US contínuo e pulsado, em
intensidades de 0,1 a 0,7W/cm2, foi ca-
paz de diminuir a taxa de crescimento
celular; porém, em estudos posteriores,
evidenciou-se que o US nas freqüências
de 1 e 3 MHz em intensidades variadas
promovia aumento da proliferação de
fibroblastos e osteoblastos20-22. Os estudos
mais recentes que avaliaram o potencial
terapêutico do US foram realizados em
osteoblastos23,24, condrócitos25-27, fibroblas-
tos28, células epiteliais29 e células
endoteliais30. Um estudo prévio (não pu-
blicado) destes autores evidenciou que o
US pulsado não interferiu na prolifera-
ção e viabilidade de células musculares.
O objetivo deste estudo foi verificar
os efeitos do US contínuo nas freqüên-
cias de 1 e 3 Mhz, nas intensidades de
0,2 e 0,5W/cm2, durante 2 e 5 minutos,
sobre a viabilidade e proliferação de
mioblastos após diferentes períodos de
incubação (24, 48 e 72 h). Com esse pro-
pósito, foram utilizados mioblastos C2C12
que derivam de músculo esquelético de
camundongos e exibem a maioria das
características dos mioblastos normais
(diferenciam-se em cultura), propician-
do um bom modelo para estudar a rege-
neração muscular3,31-33.
METODOLOGIA
A linhagem celular C2C12 aqui utili-
zada é um subclone da linhagem celu-
lar de mioblastos C2, células derivadas
de células-satélite de ratos adultos28,29.
Essas células foram cultivadas no meio
de cultura de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campinas,
SP, BR) contendo 10% de soro fetal bo-
vino (SFB – Cultilab) e 1% antibiótico
solução antimicótica (Cultilab) e manti-
das em estufa 37ºC, numa atmosfera
úmida contendo 5% de CO2. O monito-
ramento do crescimento celular foi fei-
to a cada 24 horas e, quando a mono-
camada celular se tornava subconfluente
para a perpetuação da linhagem celu-
lar, foi realizado o subcultivo com lava-
gem tampão PBS1X (NaCl 140 mM; KCl
2,5 mM; Na2HPO4 8 mM; KH2PO 1,4
mM; pH 7,4) e solução de tripsina. As
células foram centrifugadas a 1200 rpm
e posteriormente ressuspensas em 1 ml
de meio DMEM. A viabilidade das célu-
las foi avaliada por contagem com
corante vital azul de trypan (0,4%) e fo-
ram utilizadas nos experimentos as cé-
lulas com viabilidade maior que 95%.
Procedimentos
O equipamento de US utilizado foi o
Sonomaster Microcontrolled Comunicator
(KW, Amparo, SP, BR) e os parâmetros de
tratamento selecionados foram as inten-
sidades de 0,2 e 0,5 W/cm2, freqüências
de 1 e 3 MHz e modo contínuo de apli-
cação. A irradiação com US foi realiza-
da conforme o modelo proposto por
Mukai et al.27: as células, suspensas em
meio de cultura num tubo cônico esté-
ril de 50 ml foram centrifugadas a 1200
rpm (Centrífuga Excelsa4 modelo 280R
– Fanem, São Paulo, SP, BR) para obten-
ção do precipitado celular. Em seguida,
esse tubo foi submerso em água deioni-
zada em temperatura de 37ºC, mantida
constante com o auxílio de Banho-maria
(Nova Técnica NT271, Piracicaba, SP,
BR). A cabeça do transdutor foi posicio-
nada perpendicularmente ao tubo de
cultivo celular e fixada na armação, per-
manecendo a 3 cm da cultura celular.
O tanque de água com dimensão inter-
na de 16 x 30 x 49 cm foi revestido por
placas de borracha com o intuito de eli-
minar reflexos múltiplos (Figura 1). O
grupo controle sofreu a mesma manipu-
lação, mas as células não foram irradia-
das. A técnica subaquática foi utilizada,
pois a água destilada ou desgaseificada
permite melhor transferência da onda
ultra-sônica, em termos de propriedade
de impedância acústica27.
As células foram divididas em nove
grupos experimentais, sendo um con-
trole (sem tratamento) e oito grupos
tratados com o US utilizando diferen-
tes parâmetros, como sintetizado no
Quadro 1.
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A viabilidade (proliferação) celular foi
avaliada após 24, 48 e 72 h do procedi-
mento de irradiação com US. A metodo-
logia utilizada baseia-se na habilidade da
enzima mitocondrial desidrogenase,
encontrada somente em células viáveis,
em clivar os anéis de tetrazólio do MTT
– 3-[4,5-dimethylthiazol-2yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl
blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
– formando cristais azul-escuros de
formazana, que são impermeáveis às
membranas celulares, ficando então re-
tidos no interior das células viáveis34. A
posterior lise celular faz com que esses
sais de formazana sejam liberados. O
número de células viáveis é diretamen-
te proporcional ao nível de cristais de
azul de formazana formados.
Após a irradiação com US, 1x103
células/poço, mantidas em DMEM con-
tendo 10% SFB, foram adicionadas a
placas de cultura de fundo chato de 96
poços estéreis (Costar) e incubadas a
37oC e 5% CO2 durante os diferentes
períodos avaliados, ou seja, 24, 48 e 72
horas. Ao término do período de incuba-
ção, foi feita a lavagem dos poços com
PBS1X (NaCl 140 mM; KCl 2,5 mM;
Na2HPO4 8 mM; KH2PO 1,4 mM; pH
7,4) para remoção das células mortas e
adicionado o MTT (0,5 μg/ml); as célu-
las foram então incubadas por 4 h a 37oC
e 5%CO2. Em seguida, foi adicionado
isopropanol para solubilizar os cristais
formados. Por fim, foi realizada a leitura
da absorbância a 620 nm com auxílio de
um leitor de placas (Anthos2020, Anthos
Labtec Instruments, Wals, Áustria)35,36.
Todos os experimentos foram repetidos
três vezes, de forma independente, e ca-
da amostra foi analisada em quadru-
plicata.
Análise estatística
As comparações entre os grupos fo-
ram feitas utilizando análise de variância
Anova. O teste de Dunnett foi utilizado
para determinar diferenças significativas
entre os grupos experimentais e o grupo
controle. Valores de p<0,05 foram con-
siderados estatisticamente significativos.
Os dados foram analisados por meio do
programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
RESULTADOS
Quanto ao efeito do ultra-som contínuo
sobre a viabilidade e proliferação celular,
os resultados mostram que não houve
diferença significativa na viabilidade e
proliferação celular, avaliadas pelo
método MTT, entre as culturas celulares
tratadas com US (todos os parâmetros tes-
tados) e as culturas controle, após os di-
ferentes períodos de incubação avaliados,
conforme ilustrado na Figura 2. Além
disso, foi possível verificar que houve um
aumento do número de células com o
aumento do período de incubação, tan-
to no grupo controle quanto nos trata-
dos, conforme esperado (Figura 2).
Figura 2    Proliferação e viabilidade de mioblastos na ausência (controle) e presença
de tratamento com US contínuo utilizando diferentes parâmetros
dosimétricos
A B
Figura 1    Ilustração: equipamento para irradiação dos mioblastos com US
(A) Aparato confeccionado com base no modelo proposto por Mukai et al.31
(B) Irradiação das células por US de forma subaquática
Grupo Freqüência (MHz) 
T irradiação
(minutos) 
Intensidd 
(W/cm2) 
1 C - Só imersão - 
2 1 2 0,2 
3 1 2 0,5 
4 1 5 0,2 
5 1 5 0,5 
6 3 2 0,2 
7 3 2 0,5 
8 3 5 0,2 
9 3 5 0,5 
Quadro 1  Grupos experimentais e
parâmetros dosimétricos usados
para a irradiação com US
C = Controle; T = tempo; Intensidd =
intensidade
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,2 W/cm²
2 min
0,5 W/cm²
2 min
0,2 W/cm²
5 min
0,5 W/cm²
5 min
0,2 W/cm²
2 min
0,5 W/cm²
2 min
0,2 W/cm²
5 min
0,5 W/cm²
5 min
Controle 1 MHZ 3 MHz
Grupos experimentais
A
bs
or
bâ
nc
ia
 (6
20
nm
)
24h
48h
72h
24h
48h
72h
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DISCUSSÃO
E CONCLUSÃO
Segundo Johns19, a cultura celular é,
por definição, um artefato; no entanto,
permite que o investigador tenha um
controle rigoroso sobre diversas variá-
veis do processo e possa fazer questio-
namentos de maneira mais sistemática.
Portanto, estudos in vitro avaliando o
potencial do US são importantes com-
plementos dos estudos in vivo, e podem
trazer maiores conhecimentos de forma
a permitir a utilização desse recurso de
forma mais eficaz e segura.
A linhagem celular C2C12 foi esco-
lhida neste experimento porque essas
células são um subclone da linhagem de
mioblastos C2, isoladas de células-saté-
lites de ratos adultos37, que apresentam a
maioria das características dos mioblas-
tos normais e são comumente usadas
como modelo para estudar a prolifera-
ção e a diferenciação de células muscu-
lares. O uso de linhagens celulares como
modelos para a análise da proliferação
celular elimina a possibilidade de o US
interferir na produção de fatores de cres-
cimento de células não-miogênicas con-
tidas em culturas primárias, como
fibroblastos e macrófagos31,38,39.
O presente estudo avaliou os efeitos
do US contínuo em células musculares
com o intuito de acumular maior conhe-
cimento acerca da utilização desse re-
curso para o reparo tecidual após lesões,
distrofias e outras condições nas quais a
proliferação de células musculares é
requerida. No entanto, os resultados
evidenciam que o tratamento dessas cé-
lulas com o US não alterou sua prolife-
ração, quando comparadas às células
que não receberam tratamento.
É importante ressaltar que, apesar de
o US não ter induzido aumento de pro-
liferação, tampouco causou sua inibi-
ção, o que garante a utilização desse
recurso no tratamento das lesões mus-
culares com segurança.
Foi demonstrado que o US pulsado
aumenta a proliferação de células saté-
lites e de fibroblastos em modelo expe-
rimental de lesão contusa em músculo
gastrocnêmio de rato40. Além disso, em
outro estudo verificou-se que o trata-
mento com US melhora a extensibili-
dade muscular41, a produção de força
após lesão por contração42 e pode au-
mentar a diferenciação das células mus-
culares em modelo animal43. Visto que
o US acelera o processo de reparo em
diversos estudos in vivo, é possível que
esse efeito dependa da ação coordena-
da de diferentes tipos celulares presen-
tes em tecidos adjacentes ao tecido
muscular, como por exemplo o conjun-
tivo. No presente estudo, pela escolha
da utilização da linhagem celular, foi
verificado somente o efeito do US sobre
as células musculares. Assim, há a pos-
sibilidade de que o efeito do US no pro-
cesso de reparo seja dependente da
estimulação de outras células, que pas-
sariam a secretar fatores de crescimento
envolvidos na proliferação e diferencia-
ção das células musculares, em respos-
ta a irradiação com US.
No entanto, outros autores que tam-
bém utilizaram modelo experimental
animal, foram igualmente incapazes de
demonstrar aumento estatisticamente
significativo na massa muscular ou na re-
generação tecidual em lesões musculares
tratadas com o US44-46. Essa controvérsia
apóia a falta de evidência científica so-
bre a eficácia do US na reparação mus-
cular19,43,47.
Embora o US contínuo não tenha al-
terado a proliferação celular, o tratamen-
to com esse recurso pode ter provocado
uma modificação na síntese de fatores
de crescimento e citocinas responsáveis
pela diferenciação dessas células. Esta
hipótese é respaldada pelo fato de que
em experimentos in vivo o US aumentou
a diferenciação das células muscula-
res40,42. Dessa forma, estudos futuros,
utilizando técnicas adequadas, serão
realizados na tentativa de responder essa
questão.
Ikeda et al.48 avaliaram o efeito do US
também sobre culturas de mioblastos
C2C12, porém os parâmetros dosi-
métricos utilizados foram diferentes, di-
ficultando a comparação com os presen-
tes achados: foi utilizado o US pulsado
e as células C2C12 foram cultivadas já
em meio de diferenciação. Os autores
verificaram que existe uma diferencia-
ção das células musculares em osteo-
blastos e condroblastos em resposta ao
tratamento com o US, nos parâmetros
de 1,5 MHz a uma intensidade de 70
mW/cm2 por 20 min.
Outros estudos in vitro demonstraram
que os efeitos do US foram dependen-
tes dos parâmetros utilizados e do tipo
celular, sendo capaz de promover a pro-
liferação de osteoblastos, fibroblas-
tos6,20,28,49, células endoteliais30 e
condrócitos26. No entanto, outros auto-
res não demonstraram de forma signifi-
cativa os efeitos aditivos do US sobre a
proliferação de fibroblastos50, de célu-
las provenientes de discos intervertebrais
de bovinos26, de células uro-epiteliais29
ou de condrócitos51,52 ou até mesmo re-
latam diminuição no número de fibro-
blastos20 após o tratamento com US. Esse
fato pode vir a reafirmar a possibilidade
de que o US pode acelerar o processo de
reparo muscular não diretamente pelo
aumento na proliferação das células mus-
culares e sim por estimular outros tipos
celulares envolvidos no processo.
Com base no exposto, fica evidente
que o enorme potencial terapêutico do
US está longe de ser estabelecido em vir-
tude de novas aplicações serem adicio-
nadas regularmente ao seu repertório7. O
presente estudo permitiu concluir que o
US contínuo nos parâmetros utilizados
não foi capaz de alterar a proliferação das
células musculares, porém há necessida-
de da realização de estudos posteriores
para o melhor entendimento de outros
possíveis efeitos do US sobre essas cé-
lulas como, por exemplo, no processo
de diferenciação, para o estabelecimento
de protocolos adequados a serem utiliza-
dos para o reparo muscular e recupera-
ção clínica dos pacientes.
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